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Procede de preparation d'une proteine comportant au moins un pont disulfure intramoleculaire, et eventuellement une ou 
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Procede de preparation d'une proteine comport ant 
au moins un pont disulfure intramoleculaire par 
oxvdation. a un pH inferieur a 5,0, de la proteine 
recombinante reduite correspondante. 

5 

I*a presente invention conceme un procede de preparation 
d'une proteine comportant au moins un pont disulfure intra- 
moleculaire par oxydation, a un pH inferieur a 5,0, de la pro- 
teine recombinante reduite correspondante. 

10 De nombreuses proteines recombinantes a usage the rap eu- 

tique sont exprimees dans des systemes hotes varies parmi 
lesquels E. Coli, la levure et les cellules CHO representent 
ceux les plus frequemment utilises. 

Parmi ces proteines, les proteines heterologues exprimees 

15 mais non secretees par exemple dans la levure ou dans E. Coli 
sont en general accumulees sous forme d'aggregats denatures a 
I'etat de granules insolubles. Les procedes d' extraction 
necessitent une mise en solution en milieu denaturant a l'aide 
d' agents tels que l'uree ou la guanidine. Le repliement cor- 

20 rect de la molecule, qui peut etre ensuite realise par des 
methodes variees connues et qui est necessaire pour que la 
proteine manifeste son activite biologique, n'est pas tou jours 
obtenu de fagon selective et conduit a des rendements va- 
riables, souvent faibles, selon la proteine recombinante 

25 concernee en raison de la formation associee de conformeres 
non actifs qu'il faut separer par des techniques de purifica- 
tion connues, par exemple par chromatographic . 

En particulier lorsgue la proteine renferme au moins un 
pont disulfure intramoleculaire, et eventuellement une ou 

30 plusieurs cysteines supplementaires, la proteine recombinante 
non secretee est generalement produite a 1 ' etat reduit dans 
les granules. Ainsi lorsque le retablissement d*un ou plu- 
sieurs ponts disulfure specif iques, soit necessaire a 1' acti- 
vite biologique de la proteine, soit qui contribue a une 

35 augmentation de cette activite est desire, le procede d'oxyda- 
tion doit assurer le repliement correct de la proteine sans 
formation des eventuels isomeres indesirables correspondants a 
la formation au hasard de ponts intramoleculaires ou inter- 
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moleculaires . 

Une mise au point concemant les reactions regioselec- 
tives permettant la formation de ponts disulfure a. partir de 
cysteines dans des chaines peptidiques, obtenues par synthese 
5 chimique, decrit Tine multiplicity de methodes qui met en 
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evidence la difficulty a ptimiser les rendements d'une facon 
generale et 1' absence de resultats quantitatifs (F, Cavelier 
et al. Bull. Soc. Chim. Franc. 1989 n # 6 788-798). 

Des procedes d 1 oxydation controlee pour les proteines 
5 produites par la technique du genie genet ique ont ete deer its, 
notamment dans le domaine des cytokines recombinantes renfer- 
mant au mo ins 2 cysteines et produites dans E. Coli, par 
exemple pour 1' interferon fl et 1 * interleukine 2 (IL2) dont les 
proteines naturelles correspondantes renferment 3 cysteines et 

10 un pont disulfure ayant une position specifique : 

. le brevet US 4 , 530 , 787 decrit un procede d 1 oxydation de 
proteines recombinantes completement reduites illustre par 
1' application a une muteine reduite de l 1 interferon B qui 
renferme 2 cysteines (exemple 1) , a la desAla-IL2 reduite qui 

15 renferme 3 cysteines (exemple 3) ou k une muteine reduite de 
la desAla-IL2 qui renferme 2 cysteines (exemple 4), a l'aide 
d 1 iodosobenzoate a un pH compris entre 5,5 et 9,0, avec lequel 
on observe selon les conditions operatoires jusqu'a 10 a 15 % 
d ■ oligomer es oxydes non desires formes. 

2 0 . le brevet US 4,572,798 decrit une oxydation controlee a 

l'aide de chlorure de cuivre a pH 8 , 0 en presence d'air 4 25 *C 
(exemple 2) ou a 37 *C (exemple 3) de la muteine de la desAla- 
11*2 ci-dessus dont 1 1 application a la desAla-IL2 reduite ci- 
dessus conduit a la formation d' environ 15 % de produits 

25 oxydes inactifs ayant des ponts disulfure isomeres non desi- 
res. 

. M f P, Weir et al. (Biochem. J 1987 245 85-91) decrit un 
procede d 1 oxydation de l'IL2 recombinante exprimee dans E. 
Coli en solution aqueuse a la concentration de 1 a 2 jig/ml, en 
30 presence de guanidine, par action de sulfate cuivrique a pH 
egal a 8,5 qui necessite ensuite une purification par chroma- 
• tographie en phase inversee pour obtenir l'IL2 purifiee. De 

plus les auteurs indiquent que 1' oxydation devient "extre- 
c mement lente" lorsque le pH est inferieur a 6. 

35 Ainsi en l 1 absence de m^thode d' oxydation selective quan- 

titative des proteines recombinantes reduites comprenant au 
moins 2 cysteines, il est necessaire apres oxydation a un pH 
superieur a 5,0 de faire xine purification, en general par 
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chromatographic, qui elimine les produits d'oxydation corres- 
pondants a la formation incorrecte de ponts intramoleculaires 
isomeres ainsi que de ponts intermoleculaires . 

L'obtention d'une proteine recombinante oxydee homogene 
5 pose done des problemes techniques de purification qui conduit 
a un abaissement du rendement en produit recherche. 

Or il vient d»etre decouvert que, de fa<?on surprenante, 
le procede de preparation d'une proteine recombinante, compre- 
nant au moins un pont disulfure, ne necessite pas de stade de 
10 purification ulterieur pour obtenir la proteine oxydee desiree 
homogene et permet done d" obtenir la proteine avec un rende- 
ment ameliore si l'oxydation est conduite a pH acide, infe- 
rieur a 5,0. 

L' ob jet de la presente invention concerne done un procede 
15 de preparation d'une proteine comportant au moins un pont 

disulfure intramoleculaire, et eventuellement une ou plusieurs 
cysteines supplementaires, comprenant l'oxydation de la pro- 
teine recombinante reduite correspondante a 1'aide d'un agent 
d'oxydation et caraeterise en ce que l'on fait reagir line 
20 solution aqueuse de la proteine reduite a un pH inferieur a 
5,0. 

La proteine concernee par 1 1 invention est une proteine 
choisie parmi les polypeptides ayant une sequence en acides 
amines naturelle ou synthetique, renfermant au moins un pont 

25 disulfure intramoleculaire qui contribue a l'activite biolo- 
gique de la proteine et eventuellement une ou plusieurs cys- 
teines libres supplementaires non engagees dans des ponts 
disulfure, par exemple la calcitonine, l'insuline, des cyto- 
kines, des recepteurs de cytokines ou le t-PA que l'on produit 

30 par la technologie de l'ADN recombinant et isole a I'etat 
reduit, selon les methodes generales connues, avant le stade 
d'oxydation a pH acide qui fait l'objet de. 1' invention* 

Par proteine naturelle on entend tine proteine qui peut 
etre isolee a partir de sources naturelles. II est evident, en 

35 effet, que le procede est d ' application tout a fait generale 
et peut etre mis en oeuvre pour la preparation de toute pro- 
teine repondant aux criteres ci-dessus. 

Par etat reduit on entend que les cysteines que contient 
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la proteine r nferment un groupement sulfhydryle libre don't la 
determination peut etre faite par exemple par spectrophotome- 
trie avec la dithiodipyridine comme reactif des thiols. 

L 1 agent d*oxydation utilise pour la mise en oeuvre de 
5 1' invention est choisi parmi les agents d"oxydation connus qui 
generent un atone d'oxygene active, 

soit directement tel qu'un derive d 1 iodosylaryle, par exemple 
un acide iodosobenzoique, 

soit indirectement tel que l"iode en presence d'eau ou tel 
10 qu'un complexe cuivrique, par exemple le complexe cuivrique 
forme avec 1 'o-phenanthroline, ou un sel cuivrique, par 
exemple le sulfate cuivrique, en presence d'air, 
et a lection duquel on soumet, eventuellement en presence 
d'air, la proteine recombinante reduite. On utilise de prefe- 
15 rence comme agent d'oxydation 1' acide o. iodosobenzoique sous 
une atmosphere d' argon ou le sulfate cuivrique en presence 
d'air. 

I>a concentration de 1" agent d'oxydation varie selon 
1" agent utilise. Par exemple, lorsque 1' agent est le donneur 
20 direct d'oxygene tel que 1' acide o. iodosobenzoique, la concen- 
tration est dans un rapport au moins stoechiometrique avec la 
concentration en pont disulfure a former et lorsque 1' agent 
active directement I'oxygene, par exemple I'oxygene de l'air, 
tel que le sulfate cuivrique, la concentration est inf£rieure 
25 ou egale a la concentration equivalente en proteine a oxyder. 

La temperature du melange reactionnel peut etre choisie 
par exemple entre 15 # C et 40 # C, de preference a environ 37 *C. 

La duree de la reaction d'oxydation depend des conditions 
operatoires ci-dessus. D'une fa^on generale la reaction est 
3 0 terminee en moins de 3 heures, de preference environ 1 heure. 

A la fin de la reaction, la proteine oxydee desiree homo- 
gene obtenue peut etre directement recuperee selon des metho- 
des connues, par exemple par lyophilisation. 

Le proc6de de l 1 invention concerne particulierement un 
35 procede caracterise en ce que la proteine reduite a la sequen- 
ce en acides amines d'une proteine naturelle, d' alleles ou de 
derives de celle-ci. 

Par alleles ou derives, on inclut les sequences modifiees 
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par substitution ou d'letion de un ou plusieurs acides amines 
autres que les cysteines qui foment le ou les ponts disulf ure 
que comporte naturellement la proteine des ire e aussi bien que 
1» addition de un ou plusieurs acides amines, y compris de 
5 cysteines qui peuvent eventuellement contribuer a la formation 
de ponts disulf ure qui n 1 existent pas dans la proteine natu- 
relle pour autant que ces produits conservent I'activite 
biologique de la proteine naturelle. L'obtention de telles 
modifications est bien connue dans la methode de 1 v AON recon- 
10 binant, par exemple par les techniques de la mutagenese diri- 
gee. 

Le procede de 1" invention concerne plus particulierement 
un procede caracterise en ce que la proteine est choisie parmi 
les cytokines, de preference l'IL2. Les cytokines de l'inven- 

15 tion peuvent etre 

soit des cytokines dont la proteine naturelle comporte un seul 
pont disulf ure, par exemple le TNF alpha ou 1 1 interleukine 3, 
ou plusieurs ponts disulf ure, par exemple 1' interferon alpha, 
1 ' interleukine 6 ou le GM-CSF, et eventuellement comporte une 

20 ou plusieurs cysteines supplementaires , par exemple 1' inter- 
feron B, le G-CSF, 1" interleukine 4 ou l'IL2, 
soit des alleles ou derives de celles-ci, par exemple des 
muteines de l'IL2 telles que decrites dans le brevet 
EP 0109748 B ou des derives de l B XIi2 ayant par exemple une 

25 deletion d'un ou plusieurs acides amines a l'extremite 
N-terminale tels que decrits dans la demande de brevet EP 
0219839, 

Les proteines et notamment les cytokines reduites neces- 
saires a la mise en oeuvre de l 1 invention sont des proteines, 

30 soit directement produites et isolees a I'etat reduit a partir 
de la souche hote et stabilisee en milieu acide par exemple 
selon le procede decrit dans la demande de brevet EP 0353150, 
soit que l'on prepare par reduction totale de la proteine 
oxydee ou d'un melange de la proteine oxydee et de la proteine 

35 reduite, renfermant eventuellement des ponts isomeres indesi- 
res que l'on peut effectuer selon des methodes connues a 
l'aide d'un agent reducteur tel que le dithiothreitol ou le 
mercaptoethanol . 
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Le pr cede de 1 • invention est specialement caracteris ' en 
ce que le pH est compris entre 0,5 et 5,0, de preference en- 
viron 3,0. Le pH desire de la solution reactionnelle peut etre 
obtenu a l'aide soit d»un acide mineral par exemple l'acide 
5 chlorhydrique ou l'acide borigue soit d'un acide organique 
choisi parmi les acides monocarboxyliques ou polycarboxyliques 
tel que I 1 acide formique, acdtique, propionique, trifluoroace- 
tique, oxalique ou citrique, de preference l'acide acetique. 

Le procede est egalement caracterise en ce que la concen- 
10 tration de la proteine est comprise entre 0,05 mg/ml et 
5Q mg/ml, de preference entre 0,1 et 10 mg/ml. 

Le procede de 1 1 invention conceme plus specialement un 
procede caracterise en ce que la proteine est une IL2 humaine 
recombinante reduite non glycosyl^e ayant au mo ins 2 cysteines 
15 en position 58 et 105. 

L'IL2 ci-dessus ayant au moins 2 cysteines en position 58 
et 105 peut etre eventuellement une muteine recombinante de 
l'IL2 naturelle dans laquelle la cysteine en position 125 a 
ete substitute par un autre acide amine, par exemple la serine 
20 telle que 1 , IL2-Serl25 qui a ete decrite (G. Ju et al f J. 
Biol. Chem. 262 n*12 april 25 5723-5731) et dont la prepara- 
tion sous forme reduite peut etre obtenue par exemple selon le 
procede decrit dans la demande de brevet EP 0353150. 

Le procede de 1 1 invention concerne tout specialement un 
25 procede caracterise en ce que la proteine est une IL2 humaine 
recombinante reduite non glycosylee ayant 3 cysteines en 
position 58, 105 et 125 et qui manifeste une activity biologi- 
que comparable a celle de l'IL2 oxydee correspondante ayant un 
pont disulfure en position 58-105. Une telle IL2 et un exemple 
30 de preparation de celle-ci sont decrits dans la demande de 
brevet EP 0353150. 

Les conditions preferees du proced6 de !• invention sont 
caracterisees en ce que I'on fait reagir l^I^ reduite ci- 
dessus en solution a environ 1 mg/ml, a un pH environ egal a 
35 3,0, a une temperature environ egale a 37 *C, en presence d'air 
avec du sulfate cuivrique a xine concentration a environ 66 mm. 
A la fin de la reaction qui peut etre suivie par une methode 
analytique telle que la mesure de la consommati n en oxygene a 
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l'aide d'une electr de de Clark ou une chromatographic liquide 
haute performance en phase inversee (RP-HPLC) qui separe la 
forme oxydee de la forme reduite de depart, la solution obte- 
nue de l'IL2 attendue peut etre ensuite conservee par exemple 
5 a 4'C ou lyophilisee directement et eventuellement faire 
1'. ob jet d'une formulation pharmaceutique selon des methodes 
connues. 

Toutes les publications qui sont citees sont incorporees, 
par reference, dans le texte de la presente demande. 
10 Les figures ci-annexees illustrent le procede decrit plus 

loin : 

La figure la est la courbe de la concentration en pMoles 
d'oxygene dissous de la solution reactionnelle de 1« exemple 1 
en fraction du temps et la figure lb est la courbe de pour- 
15 centage d'IL2 oxydee en fonction du temps, calculee d'apres la 
concentration en oxygene dissous. 

Les figures 2a a 2d representent 4 chromatogrammes de RP- 
HPLC analytique de la solution reactionnelle de 1' exemple 1 en 
fonction du temps : la figure 2a represente la solution a 
20 t = 0 mn, la figure 2b represente la solution a t = 15 mn, la 
figure 2c represente la solution a t = 30 mn, la figure 2d 
represente la solution a t = 60 mn. 

L* exemple suivant illustre 1' invention sans la limiter : 
exempeb 1 : oxydation d'IL2 humaine reoombinante non glyco- 
25 sylee <r-hIL2) reduite. 

1) Par-tie «yxnerimentale : 

La r-hIL2 reduite de depart est une fraction "59" prepa- 
ree selon le procede decrit a 1' exemple 1 ou 2 de la demande 
de brevet EP 0353150 dans lequel on remplace l'acide citrique 

30 du gradient lineaire d • isopropanol (20 a 70 % sur 40 mn) par 
de l'acide trifluoracetigue (TFA) a la concentration de 0,1 % 
et que l'on a immediatement lyophilisee a raison d'l mg d'IL2 
reduite par flacon-dose. 

L" oxydation de 1 mg de 1»IL2 reduite ci-dessus est rea- 

35 lisee a 37 'C et a pH # 3 par mise en solution dans 1 ml d'une 
solution aqueuse d'acide acetique a la concentration de 0,1 % 
dans laquelle on ajoute 100 Ml d'une solution 0,67 mM de sul- 
fate cuivrique. La cinetiqu de 1' oxydation est suivie d'une 
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part: par mesure en continu de la cons mmation en xygene & 
l'aide d»une electrode de Clark (figure la), d» autre part par 
RP-HPLC analytique sur une colonne C4 VYDAC (0,46 x 15 cm) 
300 A*, 5 microns, au debit de 2 ml/mn, avec un gradient 
5 lineaire d • acetonitrile (30 a 70 % sur 10 mn) contenant 0,1 % 
de TFA et une detection spectrophotometrigue a 280 nm dont on 
evalue la surface des pics respectifs de l f IL2 reduite de 
depart eluee & environ 60 % d f acetonitrile (figure 2a) et de 
l f IL2 oxydee eluee & environ 57 % d • acetonitrile formee au 
10 cours de la reaction (figures 2b a 2d) . 

Les figures ci-dessus montrent que l'IL2 est oxydee a 
environ 40 % a t = 15 m (figure 2b) , a environ 60 % a 
t = 30 mn (figure 2c) et a environ 100 % a t = 60 on (figure 
2d) . 

15 La solution reactionnelle apres oxydation a t = 60 mn est 

ensuite soumise directement aux differentes analyses. 

2) Resultat des analyses : 

- la teneur en groupement sulfhydryle determinee par 
20 spectrophotometrie a 343 nm avec la dithiodipyridine comme 

reactif des thiols est de 0,85 SH/mole d'IL2 oxydee obtenue, 
comparee a une teneur de 2,87 SH/mole d'IL2 reduite de depart. 

- la localisation de pont disulfure determinee selon la 
methode decrite par Yamada et al. (Arch. Biochem. Biophys. 

25 1987, 257, 194-199) conclue a la presence d'un pont disulfure 
en position 58-105 et d"un thiol libre en position 125. 

- I'activite biologigue determinee par mesure de la 
proliferation de lignees cellulaires leucemiques de souris 
dependantes de l'IL2 CTLL-2, avec un test colorimetrique au 

30 sel de tetrazolium (Mossmann, T J. Immunol. Meth. 1983 65 

55-63), est de 2,0 x 10 7 U BRMP/mg, comparee a une activite de 
1,5 x 10 7 U BRMP/mg pour 1 , IL2 reduite de depart. 



# 
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REVgyDTCATIONS 

1) Procede de preparation d'une proteine comportant au moins 
un pont disulfure intramoleculaire , et e vent ue 1 1 ement tine ou 
plusieurs cysteines supplementaires, comprenant I'oxydation de 

5 la proteine recombinante reduite correspondante a l'aide d'un 
agent d'oxydation et caracterise en ce que I'on fait reagir 
vine solution agueuse de la proteine reduite a un pH inferieur 
a 5,0. 

2) Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que la 
10 proteine reduite a la sequence en acides amines d'une proteine 

naturelle, d* alleles ou de derives de celle-ci. 

3) Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la 
proteine est choisie parmi les cytokines, de preference l'XIt2. 

4) Procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise 
15 en ce que le pH est compris entre 0 r 5 et 5,0, de preference 

environ 3,0. 

5) Procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que la concentration de la proteine est comprise entre 
0,05 mg/ml et 50 mg/ml, de preference entre 0,1 et 10 mg/ml. 

20 6) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a. 5, 
caracterise en ce que la proteine est une 11*2 numaine recom- 
binante reduite non glycosylee ayant au moins 2 cysteines en 
position 58 et 105. 

7) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 5 
25 caracterise en ce que la proteine est une IL2 humaine recom- 
binante reduite non glycosylee ayant 3 cysteines en position 
58, 105 et 125 et qui manifeste une activite biologique compa- 
rable a celle de l'IL2 oxydee correspondante ayant un pont 
disulfure en position 58-105. 
30 8) Procede selon la revendication 7 caracterise en ce que l'on 
fait reagir l'IL2 reduite en solution a environ 1 mg/ml, a un 
pH environ egal a 3,0, a une temperature environ egale a 37 
en presence d'air avec du sulfate cuivrique a une concentra- 
tion a environ 66 pM. 
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